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RÉSUMÉ
Nous démontrons dans ce travail que les spermatozoïdes de bovins possédant les facteurs
antigéniques érythrocytaires S, S"  et U’ du système S, absorbent  les antisérums correspondants
d’une manière beaucoup plus nette que  les spermatozoïdes de bovins négatifs pour ces facteurs.
Ce  résultat n’a pu  être mis en évidence que  grâce à l’emploi de  notre  technique de  séparation
des  spermatozoïdes  sur  gradient  de  ficolle, et à  la mise  au  point  d’une  technique  d’hémolyse  appro-
priée.
Le  fait que  les spermatozoïdes de  sujets négatifs pour  les facteurs érythrocytaires considérés
puissent cependant abaisser l’activité anticorps des antisérums semble imputable  à  l’activité
protéolytique  de  l’acrosine, sans que  le mécanisme  exact  du  phénomène  observé  ait pu  être  élucidé.
Les résultats de ce travail sont discutés à la lumière de travaux  récents qui semblent avoir
établi que l’information génétique portée à l’état haploïde par les spermatozoïdes peut s’expri-
mer partiellement.
INTRODUCTION
Le  fait que  l’information génétique à  l’état haploïde dont sont porteurs  les sper-
matozoïdes puisse s’exprimer dans ces cellules,  et le fait que l’on puisse envisager
d’en déceler l’expression à l’aide de marqueurs antigéniques offre de nouvelles pers-
pectives pour l’amélioration génétique des animaux domestiques.
Des études fondamentales ont été réalisées,  dans ce domaine, chez l’Homme
et chez les Rongeurs, où la mise en oeuvre de techniques immunologiques élaborées
a permis d’admettre que  le génome des spermatozoïdes pouvait ne pas être entière-
ment réprimé. De  nombreuses revues générales (MET Z ,  I g6 7  ;  BEATTY, I g7o ; PAPI-
VANOV  et VU I ,C H A NOV ,  I97I  CO H E N ,  I97I   BEER  et BI I ,I,INGHAM, I 97I   SHUT Y MAN,
( 1 )  Adresse  actuelle :  Division of Genetics,  National Dairy Research Institute,  Karnal, Haryana,
Inde.1971   et I g7 2 )  ont  été consacrées aux  travaux  antérieurs  et  à leurs  implications  possibles
en génétique fondamentale, en médecine et dans le contrôle des naissances. Notre
interprétation  de ces résultats, qui se base sur les données actuelles de l’immuno-
génétique, a été présentée dans une revue récente (P R AKASH,  1974   a).
De  manière générale, les constituants antigéniques du sperme des mammifères
peuvent être classés en quatre catégories principales : les autoantigènes  des  sperma-
tozoïdes,  les  alloantigènes  des  spermatozoïdes,  les  antigènes  du plasma séminal
adsorbés sur les spermatozoïdes et les antigènes du plasma séminal.
Les travaux élégants de VOISIN et de ses collaborateurs ont mis en évidence la
présence d’autoantigènes sur les  spermatozoïdes du cobaye (VOISIN et al., I g5 I  ;
VOISIN, 195 8 ;  VOISIN et C LL.,  Ig64 ; VOISIN et TOUL LE T,  I g67 ; VOISIN et TOULI,!T,
19 68).  En  ce qui concerne  les alloantigènes et les antigènes du  plasma  séminal adsor-
bés sur les spermatozoïdes, les nombreux  travaux publiés jusqu’à présent n’ont pas
permis de tirer des conclusions très claires.
Des tentatives de mise en évidence d’antigènes érythrocytaires bovins sur les
spermatozoïdes homologues ont été faites  à l’aide des méthodes d’absorption par
DocTON et al. ( 1952 ) ; SC HMID   et al. ( I g6q.) ; MATOUS!EK ( 19 6 4 ).  L’interprétation de
ces résultats est très délicate par suite de l’intervention des trois facteurs suivants :
1°   présence, dans le culot de centrifugation des spermatozoïdes destinés à l’ab-
sorption, de petites quantités de plasma séminal, qui contient un facteur hémoly-
tique important (M ILL A R ,  I g56 ; HUNTER et C lt.,  Ig63 ; PETROVSKY, Ig64 ; MATOU-
S E K ,  1970   et Ig72) ;  §
2°   libération  d’une  forte  activité  anti-complémentaire (ST ON E,  Ig!2 ; P R A-
K AS H ,  19 6 9 )  au cours de l’absorption ou de la centrifugation ;
3°   contamination des préparations de spermatozoïdes par des cellules  et des
débris  cellulaires d’origine  diploïde, qui  peuvent  être  porteurs  de  l’antigène  en  question.
Nous rapportons dans ce travail les premiers résultats de nos recherches visant
à mettre en évidence sur les spermatozoïdes bovins certains facteurs antigéniques
des systèmes de groupes sanguins. Elles ont porté sur les facteurs du  système S dont
le tableau I   donne l’état actuel selon GROSCI,AUD! (1973).Nous  avons  pu  mener  à  bien  cette étude  après  avoir  résolu  les difficultés mention-
nées ci-dessus, qui limitaient les possibilités de  la technique d’absorption, et en met-
tant en oeuvre une  technique de mesure quantitative de  l’activité résiduelle des anti-
corps, qui nous a permis d’opérer avec une quantité limitée de spermatozoïdes.
MATÉRIEL ET MÉTHODES
1 . 
-  Réactifs
Les réactifs  monospécifiques sont ceux couramment utilisés  par le  service d’analyse des
groupes sanguins de  l’I. N. R. A. à Jouy  en Josas. Ils ont été obtenus par  iso-immunisation avec
des globules rouges bovins et purifiés par absorption. Ces réactifs ont été soumis à des contrôles
de pureté sévères qui ont confirmé leur spécificité.
2 . 
-  Ovigine et collecte  du sperme
Le sperme  utilisé provenait de taureaux de race Normande, entretenus au Centre d’Insémi-
nation de  l’Aigle et dans  certains cas, de taureaux de race Normande  ou Fvisonne, entretenus au
C. N. R. Z. Il a  été collecté au moyen  d’un vagin artificiel et placé dans une  bouteille isolante.
3 . 
-  Pvépavation des spermatozoïdes
Les  cellules contaminantes  et les débris cellulaires sont éliminés par  la technique de gradient
de densité sur ficolle (P RAKASH ,  1974   b). Les spermatozoïdes sont ensuite lavés trois fois par cen-
trifugation (6 00   g- 15   minutes)  dans un grand volume de solution saline physiologique ou de
solution saline tamponnée à pH 7 , 2 ,  à l’aide de phosphate de Sodium  et de Potassium. Ils sont
comptés  à l’aide d’un hémocytomètre  et leur concentration est ajustée ; ils sont enfin centrifugés
à  1   500   g-x 5   minutes. Tous  les culots de  spermatozoïdes  utilisés pour  l’absorption ont  été contrôlés
de façon rigoureuse par l’examen de frottis au microscope à contraste de phase. Seuls ont  été
retenus, pour l’absorption, ceux qui s’étaient avérés dépourvus de toute contamination par des
débris cellulaires. A  noter que  dans  le cas où  le sperme  provenait de  taureaux du Centre de Jouy
en Josas,  sollicités assez irrégulièrement, la qualité des préparations de spermatozoïdes n’était
pas toujours satisfaisante. Cette observation confirme que le prélèvement de la semence  à des
intervalles irréguliers  nuit à une bonne séparation sur gradient de ficolle (Pxnxasa, 1973   b).
4 . 
-  Technique d’absovption
La  recherche, sur  les spermatozoïdes, de chacun des facteurs antigéniques retenus pour  cette
étude comporte au moins 3   essais :
a)  essai d’absorption du réactif correspondant à l’aide des spermatozoïdes d’un taureau dont  les
érythrocytes possèdent le facteur considéré ;
b)  essai  d’absorption avec les spermatozoïdes d’un taureau dont les érythrocytes ne possèdent
pas ce facteur ;
c)  témoin sans spermatozoïdes. Dans  certains cas, les essais d’absorption ont été répétés avec les
spermatozoïdes de plusieurs taureaux.
Dans tous les  cas,  les tubes contenant le  mélange d’anticorps et de spermatozoïdes sont
d’abord incubés à 30 °C  pendant une heure et agités à l’aide d’un agitateur Vortex toutes les
15   minutes  puis placés pendant  une  nuit ( 12 - 1 6  heures) à -! 4 °C  sous agitation douce  et continue.
On  effectue ensuite une  centrifugation à i 500   g pendant 15   minutes, à +  4!C, et les surnageants
sont transférés avec précaution, à l’aide d’une pipette Pasteur siliconée, dans d’autres tubes et
stockés à 
- 2 ooC. La  perte de réactif est, au vu du volume de surnageant récupéré, très faible.
Le  volume  de  tous  les tubes  est cependant  réajusté au même  niveau, en  général 0 , 3   ml. Pour  éviter
l’évaporation, les tubes sont fermés à l’aide de bouchons  recouverts de paraffine.
Après absorption, l’examen du culot de spermatozoïdes par frottis  en couche mince, au
microscope en contraste de phase,  révèle qu’un nombre significatif de spermatozoïdes  (entre
10 -6 0   p. 100 )  se trouvent brisés à  la jonction de  la tête et de  la queue.5. 
-  Technique d’hémolyse
La  technique d’hémolyse couramment  utilisée dans  les analyses de groupes sanguins bovins
a  été suivie au  début  de  notre  travail. Nous  avons  cependant  constaté que  pour le problème  étudié,
cette technique  était inadéquate, ce qui  nous  a amené  à  mettre  au  point  une  technique  plus  élabo-
rée. Cet aspect de notre travail est exposé plus loin, dans  la première partie du chapitre « Résul-
tats a.
Quelque  soit la technique  utilisée, des tubes de matière  plastique ou de  verre siliconé ont été
utilisés pour  réduire les pertes de cellules et de sérum par adhésion aux parois. Les dilutions de
sérum  ont  été  faites à  l’aide de  la seringue de  précision Hamilton, ou de  pipettes à  cône de matière
plastique.
6. 
-  Chromatographie et  électroPhorèse sur papier
Les techniques utilisées sont celles décrites par G ROSCLAUDE  et  al. ( 1970 ) ;  les détails sont
donnés dans  les légendes des figures.
RÉSULTATS
I . 
-  Modification de la technique d’hémolyse
Au  début de notre travail, nous nous sommes contentés de mesurer  l’activité
anticorps résiduelle après absorption d’un réactif par un culot de spermatozoïdes
en  utilisant  la  technique  d’hémolyse couramment pratiquée  pour l’analyse  des
groupes sanguins des bovins. Les résultats les plus représentatifs de ce travail sont
présentés dans le tableau 2 .
Cependant,  le protocole de  la réaction d’hémolyse  classique ne nous a  pas semblé
représenter les conditions optimales pour notre travail, tant dans le domaine de la
sensibilité de la réaction, qu’en ce qui concerne le degré d’hémolyse non spécifique.D’autre part, la lecture visuelle directe des réactions d’hémolyse ne permet pas de
déceler avec suffisamment de précision les  faibles  différences  auxquelles on peut
s’attendre par suite de l’emploi d’un nombre  relativement faible de spermatozoïdes.
Nous avons enfin vérifié, en ajoutant à nouveau du complément frais 2   à 3   heures
après le début de la première addition, que l’on augmentait ainsi de degré d’hémo-
lyse dans les tubes contenant l’anticorps mis en contact avec les spermatozoïdes,
alors qu’on n’observait pas ce phénomène dans les tubes témoins. Ce résultat trahit
la libération de  facteurs anticomplémentaires  par  les spermatozoïdes durant  l’absorp-
tion. Nous avons donc été amenés à apporter un certain nombre de perfectionne-
ments à notre protocole.Nous avons tout d’abord étudié systématiquement les  effets,  sur la réaction
d’hémolyse, de la durée de sensibilisation des érythrocytes, de la durée de la phase
d’hémolyse proprement dite,  et de la température. Nos résultats,  résumés dans le
tableau 3 ,  ainsi que certaines considérations d’ordre pratique (souci de ne pas allon-
ger inutilement  la durée de  réaction, ni de multiplier les agitations) nous  ont conduit
à  retenir comme  optimales, les conditions suivantes : sensibilisation : i heure à 25!C ;
hémolyse : l   heure à 30oC. D’autre part, pour  éliminer autant que  possible l’activité
anticomplémentaire provenant des spermatozoïdes brisés au cours de l’absorption
de l’antisérum, les érythrocytes sont lavés après la phase de sensibilisation. Enfin,
la lecture des résultats de  la réaction d’hémolyse  est faite avec  précision, au spectro-
photomètre (tabl. 4 ).
En  ce qui concerne la présentation des résultats, l’utilisation d’un index hémo-
lytique analogue à l’index de spermatotoxicité de HnMM!Rr,yrrCx et RmvtK! ( 19 68)
permet d’éliminer les effets de l’hémolyse non spécifique.
2 . 
-  A bsoy!tion des  réactifs  de groupes sanguins par des spermatozoïdes
Les résultats de nos essais d’absorption de réactifs de groupes sanguins bovins
par des spermatozoïdes de la même  espèce, non contaminés par du plasma séminal
ni par des cellules ou débris cellulaires d’origine diploïde, sont représentés dans les
figures I à 3.
Ces résultats nous  semblent  prouver que  les spermatozoïdes de  bovins possédant
certains  facteurs antigéniques érythrocytaires du système S sont capables d’absor-
ber  les immunsérums  spécifiques de ces facteurs. Toutefois, on  constate que  les sper-
matozoïdes de sujets ne possédant pas ces facteurs antigéniques provoquent égale-ment une certaine réduction de l’activité anticorps de l’immunsérum. Sachant qu’à
l’inverse des érythrocytes, les spermatozoïdes peuvent dégrader assez fortement les
anticorps, nous avons fait l’hypothèse d’une protéolyse, par  les spermatozoïdes, des
anticorps non spécifiques, hypothèse que nous avons cherché à vérifier.
Notons,  auparavant, que l’antisérum absorbé par les  spermatozoïdes n’a pas
provoqué  d’hémolyse  non  spécifique des  érythrocytes  bovins, ce qui prouve  que  grâce
à l’efficacité de notre technique de séparation des spermatozoïdes, ces derniers ne
sont pas contaminés par du plasma séminal.
3 . 
-  Étude de La protéolyse, par les spermatozoïdes, des anticorps non sPécifiques
Nous avons retenu comme  substrat, pour cette étude, la caséine bovine qui, selon
Mu!,TAMaxr et N I E MI  ( 1972 )  est un  bon  substrat. La  figure q montre qu’en présence
de caséine as l   bovine, et dans les mêmes conditions que celles de l’absorption des
réactifs  de groupes sanguins,  l’équipement enzymatique des  spermatozoïdes  fait
preuve d’une forte  activité protéolytique. La carte peptidique obtenue dans cesconditions est nettement différente de celle résultant de l’hydrolyse trypsique de la
même  caséine (fig. 5 ,  6 et 7 ). Le  chauffage des spermatozoïdes dans un  bain à 100° C
pendant 10   minutes détruit en grande partie cette activité protéolytique.
On  sait que  la trypsine hautement  purifiée coupe  la molécule d’immunoglobuline
en deux  fragments, dits (Fab’) 2   et Fc. Les fragments (Fab’) 2   peuvent bloquer les
sites antigéniques des érythrocytes sans que  le complément  puisse ensuite  intervenir,
par suite de la perte du fragment Fc, ce qui empêche finalement l’hémolyse. Nous
avons essayé d’hémolyser avec un  antisérum (anti-S&dquo;)  les érythrocytes restés intacts
après une tentative d’hémolyse à l’aide du même sérum préalablement incubé en
présence de spermatozoïdes d’un donneur négatif. En  utilisant les témoins appro-
priés, nous avons  été amenés  à conclure que  la protéolyse des anticorps par  les sper-
matozoïdes s’opère différemment de celle qui est obtenue avec la trypsine (tabl. 5).
DISCUSSION
A  l’aide de  techniques  que  nous  avons  mises au  point  pour  cette  étude, nous  avons
montré la présence des facteurs antigéniques S,  S&dquo; et U’,  appartenant  au  système  de
groupes sanguins S  bovins, sur les spermatozoïdes de taureaux dont  les érythrocytes
portent ces facteurs. Nos données indiquent cependant que  la densité des sites anti-
géniques sur les spermatozoïdes doit être plus faible que sur les érythrocytes. Parailleurs,  le fait que les spermatozoïdes de sujets ne possédant pas un facteur anti-
génique donné semblent néanmoins capables d’abaisser en partie l’activité anticorps
du  réactif correspondant, pose encore un  problème  majeur ; nous avons supposé que
ce phénomène  était dû  à  une  hydrolyse  partielle des anticorps par  l’équipement enzy-
matique des spermatozoïdes.
Znrr!v!!.D et al. ( 1973 )  ont fourni des informations intéressantes sur l’enzyme
protéolytique  de  l’acrosome  des  spermatozoïdes,  qu’ils  ont proposé  de nommer
« acrosine » au  lieu de  « trypsin-like enzyme  ». Nos  résultats, qui montrent une nette
différence de spécificité entre la trypsine et l’acrosine vont dans le même  sens que
ceux de ces auteurs. On  notera également que nous n’avons pu éliminer complète-
ment, à l’aide d’un inhibiteur de la trypsine, l’abaissement de l’activité anticorps
provoquée par les spermatozoïdes de sujets ne possédant pas le facteur antigénique
correspondant.
Les résultats de ce travail vont à l’encontre de ceux d’autres auteurs (MATOU-
S E K ,  ig 7 o ;  ScxMrD et  al., 195 6)  qui ont conclu à l’absence des facteurs antigéniques
du  système S sur  les spermatozoïdes ; en  fait, les techniques utilisées par ces auteurs
n’étaient pas assez sensibles pour  déceler, sur les spermatozoïdes, une  densité de  sites
antigéniques relativement faible.  0
Le problème fondamental que de nombreuses études 
-  y compris la nôtre 
-
ont  essayé de  résoudre, en  cherchant à  retrouver  sur  les spermatozoïdes des antigènes
détectés sur d’autres cellules est de  savoir  si une  partie, si minime  soit-elle, du  génome
du spermatozoïde, est fonctionnelle. En  fait,  il semble actuellement établi que sont
présents, à la surface des spermatozoïdes humains, des antigènes du  système  d’histo-
compatibilité HI,-A (FELLOUS et D AUSSET ,  197 o)  et à la surface des spermatozoïdes
de souris, des antigènes d’histocompatibilité H- 2  (Vo J TisKOVn et  al.,  ig6g et Go!,n-
B E R G  et al., zg 7 o),  « l’antigène mâle  » Y (Go!,DBERG et  al.,  1971) et les produits anti-
géniques du  locus T  (Go!,nB!RG, 1972).
Dans le Laboratoire de VOISIN ( 1973 ),  des recherches visant à déceler, par la
méthode d’immunofluorescence, des autoantigènes au cours de la  spermatogenèse
du  cobaye ont montré que ces autoantigènes n’apparaissent qu’au stade du  sperma-
tocyte II. Ce dernier correspond à la dernière étape de la méiose. BE A TT Y  ( 1972 )  a
émis l’hypothèse d’une mise en activité de gènes du  spermatozoïde 
-  gènes qui sont
donc à  l’état haploïde 
-  en  se basant sur les travaux de microscopie électronique de
Fewc!T’r (ig 7 2). E D E LM A N   et M ILL ETTT ( 1971 )  ont montré, à l’aide de la conca-
valine A, l’existence,  sur les  spermatozoïdes de souris,  de récepteurs glucidiques
appartenant vraisemblablement à des glycoprotéines, le nombre de sites récepteurs
étant  voisin de  celui des  cellules somatiques. En  raison de  la distribution asymétrique
de ces sites En!!,MArT et M ILLE TTE  suggèrent qu’ils représentent bien des éléments
de la surface cellulaire.  0
Les travaux récents  de PREMKUMA et BHARGAVA  (1972)  ont montré  qu’on
n’observe de transcription et  de traduction chez les  spermatozoïdes bovins qu’à
partir de l’ADN haploïde des mitochondries, uniquement présentes dans la pièce
intermédiaire ; l’ADN nucléaire reste inerte.
Le fait  que certains  auteurs aient conclu à l’absence d’antigènes de groupes
sanguins (par exemple) sur les spermatozoïdes, pourrait  s’expliquer  par  l’intervention
du  plasma  séminal : ce  dernier  contient, en  effet, un  inhibiteur  de  la synthèse  de  l’ARN
(BxAxGAVe, 1971 )  et la présence de  la ribonucléase active y  a  été signalée (I jBONAT iet F LOPIDI ,  i 9 6 9 ). S H EID  et WiLsoN ( 1970   a, 1970 b,  1971   a, 1971   b) ont mis en  évi-
dence  une  forte inhibition de  la méthylation  de l’ARN  de  transfert par  la  dégradation
en polynucléotides du substrat de ces ARN. Ces mêmes auteurs ont également  fait
la preuve d’une hydrolyse de tous les ARN  en présence de plasma séminal. L’ADN
mitochondrial qui, dans  les spermatozoïdes, porte une copie d’une partie du  génome
nucléaire,  pourrait-il s’exprimer dans certaines conditions? Le fait  que les récep-
teurs des lymphocytes de type B  soient renouvelés toutes les  4  à  5 heures (LooR  et
al.,  1972 )  montre l’importance qu’ont les propriétés des membranes dans la défense
de ces cellules vis-à-vis des lymphocytes immunocompétents de type T du même
organisme.  L’absence  de  marqueurs  d’histocompatibilité  sur  les  spermatozoïdes
pourrait amener  leur destruction rapide dans  le tractus génital mâle avant  l’éjacula-
tion.  Il serait donc intéressant de rechercher si l’ADN mitochondrial ne comporte
pas  une  copie des cistrons commandant  les antigènes d’histocompatibilité.
Certains de nos résultats non publiés suggèrent la possibilité que les antigènes
du système S de groupes sanguins bovins soient également présents à la surface des
lymphocytes. Le système S pourrait  donc  être un des systèmes mineurs d’histo-
compatibilité de l’espèce bovine, mais des études complémentaires  sont nécessaires
avant de pouvoir l’affirmer.
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SUMMARY
DEMONSTRATION OF SOME OF THE ANTIGENS OF THE S BLOOD GROUP
SYSTEM IN BOVINE SPERMATOZOA
Consistent quantitative differences were found  in the capacity of spermatozoa from  positive
and  negative donors  for S, S&dquo; and  U’  antigens  of  the  bovine S system  to absorb  rigorously  control-
led monospecific antisera corresponding to these antigens.
New  techniques or modifications of the earlier known  techniques were employed. To  obviate
the interference from non-sperm cells and cellular debris found in ejaculated semen, a density
gradient  technique on  ficoll was  used  to remove  these contaminations from  spermatozoa  intended
for immunological  tests. A  quantitative hemolytic technique with precise measurement  of hemo-
lysis by spectrophotometric methods of residual antibodies after absorption with spermatozoa
was  used along with the classical techniques.
It was  not  possible to remove  completely  the  hindrance by  proteolytic activity  of the acrosin
on the antibodies employed  in the immunological tests. However, appropriate controls and  pre-
cise volumetrical measurements have permitted meaningful interpretation of the results.
These  results were  discussed  in the  light of the  recent  relevant  experiments  wich lend support
to the  possibility of the partial expression of haploid genome  of the spermatozoa.RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES
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